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Milieu pour l'isolement et la culture des mycoplasmes 
à partir de produits pathologiques, de cultures 
cellulaires et de produits biologiques contaminés 
par c. PAPAGEORGIOU* 
(Note présentée par M. GoRET) 
1. - INTRODUCTION 
Depuis le développement des méthodes industrielles d'élevage 
en vue de rentabiliser le matériel, les locaux et le personnel pour un 
maximum de profit, les problèmes posés par les mycoplasmoses 
ont pris une grande importance dans toutes les espèces animales 
(bovins, ovins, caprins, porcins et oiseaux). 
Des moyens considérables ont été mis en œuvre dans tous les 
pays du monde pour approfondir l'étude de ces maladies. Les 
obstacles rencontrés tenaient au fait que les milieux dont dispo­
saient les_ chercheurs ne permettaient pas toujours l'isolement 
des souches virulentes très exigeantes et très adaptées à l'espèce, 
au tissu, voire à l'organe considéré. Un milieu adéquat pour la 
culture d'une souche ne convenait pas à une autre et vice versa. 
Pour résoudre ces difficultés, nous avons entrepris des recherches 
pour établir une formule passe-partout que nous présentons 
ci-après. 
II. - ETUDES PRÉLIMINAIRES 
En 1958-1959, nous avons mis au point une formule de milieu 
pour la culture de Mycoplasma gallisepticum en vue de la prépara­
tion des antigènes pour le diagnostic de la mycoplasmose Aviaire. 
• Travail du Département Vétérinaire lfla-Mérieux, 254, rue Marcel­
Mérieux, 69-Lyon 7e. Directeur : Dr-Vét. C. MACK.OWIAK. 
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1. Composition de la formule préliminaire. 
NaCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 
KCl ................................................. . 
Mgso., 7 H10 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 
Na.HPo., 12 H.o ..................................... . 
KH1PO• ............................................. . 
Glucose .............................................. . 
Peptones Difco : 
- Casamino-acides .................................... . 
- Casitone ........................................... . 
- Tryptone .......................................... . 
- Néopeptone ........................................ . 
Extrait de levure Dif co ................................ . 
Thiamine ............................................. . 
Riboflavine ........................................... . 
Calcium pantothénate .................................. . 
Chlorure de Choline .................................... . 
Eau distillée ..................................... q. s. p. 
Sérum de cheval inactivé ............................... . 
Lysat globulaire correspondant à ......................... . 
de sang de cheval frais (centrifugé) 
2. Analyse nutritionnelle du milieu préliminaire. 
5 g 
0,4 g 
0,2 g 
1,6 g 
0,1 g 
10 g 
3 g 
2 g 
3 g 
2 g 
5 g 
0,0025 g 
0,0025 g 
0,0025 g 
0,0025 g 
11 
100 ml 
10 ml 
L'importance respective de chaque constituant de ce milieu 
préliminaire a été analysée à l'Université de Wisconsin à Madison 
(U. S. A.) par M. L. FRY, R. P. HANSON et D. P. ANDERSON (3). 
Ces auteurs, qui cependant ont omis d'utiliser le lysat frais 
centrifugé de globules rouges de cheval apportant tout l'équipement 
enzymatique respiratoire complémentaire (hémoglobine, cyto­
chromes, etc.), ont conclu que le milieu étudié, avec quelques 
modifications apportées par eux-mêmes, permettait l'isolement, 
à partir d'oiseaux infectés expérimentalement, de tous les sérotypes 
mycoplasmiques aviaires, notamment M. synoCJiae, M. meleagridis 
et M. gallisepticum. Les améliorations apportées à notre formule 
consistaient en l'adjonction de diphosphopyridine nucléotide 
(0,1 g/l) et del- Cystéine hydrochlorure (0,1 g/ l) et au remplacement 
de l'extrait de levure Difco par l'autolysat de levure. 
Des recherches simultanées de ces mêmes auteurs prouvaient que 
les milieux P.P.L.O. commerciaux ne permettaient pas l'isolement 
de M. meleagridis, que le milieu V.F. favorable à M. meleagridis 
n'assurait pas la culture de M. gallisepticum et de M. synoCJiae et que 
le milieu à l'infusion de muscle de poulet n'était pas favorable à 
la culture de M. synoCJiae. 
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Mettant à profit ces modifications, nous avons définitivement 
adopté le milieu suivant : 
1. Composition. 
Peptone (Trypticase, polypeptone BDM à parties égales) ...... . 
Hydrolysat de lactalbumine .............................. . 
•Milieu 199 - Earle » déshydraté sans bicarbonate (BDM) ... . 
Extrait de levure (DIFCO) ............................... . 
Glucose ................................................ . 
Glycérol ............................................... . 
KCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 
Mg 804, 7H20 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  · .  · · · 
KH1P04 • • • • • • • • • . • • • • • • • . • • • • • • • • • . • • • • • • • • • • • • • • • • . • • •
Na1HP04, 12H20 ........................................ . 
NaCl ................................................... . 
ADN .................................................. . 
ARN .................................................. . 
Arginine ............................................... . 
Acide oléique ........................................... . 
Acide palmitique ........................................ . 
Cholestérol ............................................. . 
Mélange d'enrichissement concentré ........................ . 
(lsovitalex BDM) 
Coenzyme A ............................................ . 
Autolysat frais de levure ................................. . 
(50 ml d'autolysat correspondant à 50 g de levure fraîche de 
boulangerie) 
Infusion de cœur de bœuf ................................ . 
(500 ml d'infusion correspondant à 250 g de tissu dégraissé) 
Infusion de cœur de l'espèce étudiée ....................... . 
(Pour les souches difficiles à cultiver lorsque cela est possible) 
Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . q. s. p. 
8érum de cheval frais inactivé ............................ . 
Lysat de globules rouges de cheval centrifugé correspondant à 
de sang total. 
La formule du mélange d'enrichissement est : 
Vitamine B12 • • • • • • • • . • • • • • • • • • • • • • • •  • • • • • • • • • • • · • • • • • · • · • 
L-Glutamine ........................................... . 
Adénine ............................................... . 
Chlorhydrate de Guanine ................................ . 
Acide para-aminobenzoïque .............................. . 
L (-) Cystine ........................................... . 
Glucose ................................................ . 
Diphosphopyridine nucléotide oxydé ....................... . 
8 g 
2 g 
1 g 
5 g 
4 g 
0,3 g 
0,4 g 
0,2 g 
0,1 g 
1,6 g 
5 g 
0,1 g 
0,1 g 
0,1 g 
0,015 g 
0,01 g 
0,01 g 
10 ml 
1 mg 
50 ml 
500 mJ 
250 ml 
1 l 
100 ml 
10 ml 
0,010 g 
10,00 g 
1,00 g 
0,030 g 
0,013 g 
1,100 g 
100,00 g 
0,250 g 
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Co-carboxylase ......................................... . 
Nitrate ferrique ......................................... . 
Chlorhydrate de Thiamine ................................ . 
Chlorhydrate de Cystéine ................................ . 
Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . q. s. p. 
2. Stérilisation : par filtration. 
3. Résultats. 
0,100 g 
0,020 g 
0,003 g 
25,900 g 
1 l 
Ce milieu, utilisé sous forme liquide ou solide (après adjonction 
d'agar), nous a permis, au cours de ces dernières années, l'isolement 
de plusieurs souches de mycoplasmes virulents d'origines aviaire, 
porcine, bovine et féline. Certaines d'entre elles nous ont également 
permis de reproduire expérimentalement la maladie avec des 
suspensions pures de mycoplasmes (pneumonie enzootique des 
porcs entre autres). 
Par ailleurs, nous avons éprouvé ce milieu avec succès vis-à-vis 
d'un grand nombre de sérotypes mycoplasmiques de collection, 
notamment : 
M. mycoïdes var. mycoïdes, 
M. mycoïdes var. capri, 
M. agalactiae, 
M. bo'1igenitalium, 
M. hyorrhinis, 
M. suipneumoniae, 
M. granularium, 
M. gallisepticum, 
M. syno'1iae, 
M. pneumoniae (agent de la pneumonie de EATON). 
Pour l'isolement des souches à partir de produits pathologiques 
de cultures cellulaires ou de produits biologiques contaminés, 
l'expérience prouve que la technologie et le mode d'utilisation du 
milieu ont presque autant d'importance que la formule elle-même 
pour la réussite des isolements. Tous ces points seront exposés 
ultérieurement dans un mémoire plus détaillé. 
IV. - CONCLUSIONS 
1. Nous avons mis au point une formule de milieu qui, utilisé 
sous forme liquide ou solide, permet la culture des souches viru­
lentes les plus difficiles à isoler de mycoplasmes aviaires, bovins, 
ovins, caprins, porcins, félins et humains. 
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2. Nous croyons que ce milieu permettra des études plus appro­
fondies concernant la pathologie et l'immunologie des infections 
mycoplasmiques. 
3. L'étude des produits du métabolisme donnera une idée plus 
précise de la pathogénie des lésions intra-cellulaires. 
4. La technologie et le mode d'utilisation du milieu ont presque 
autant d'importance que la formule elle-même pour la réussite des 
isolements. 
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Discussion 
M. VALLÉE. - M. PAPAGEORGiou a-t-il éprouvé la sensibilité de son 
milieu en essayant de cultiver des mycoplasmes d'origine murine ? 
M. GoRET. - Non. 
M. VALLÉE. - Il serait intéressant de le faire car ces mycoplasmes sem­
blent particulièrement exigeants. 
L'emploi de vaccins contre la mycoplasmose aviaire préparés à l'aide de 
souches atténuées de M. gallisepticum doit être envisagé avec prudence en 
raison de la possibilité d'une action synergique des mycoplasmes, même 
atténués, avec d'autres micro-organismes, un colibacille pathogène par 
exemple. 
M. PAPAGEORGIOU pourrait compléter ses essais d'innocuité en réalisant 
expérimentalement une telle association. 
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